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Resumo

O o0sso é um tecido dindmico capaz de absorver impactos e, como outros tecidos, sofre os efeitos
do envelhecimento. As propriedades da matriz extracelular ficam fragilizadas, levando a maior
risco de fraturas em idosos. Exercicios fisicos, como o treinamento de forca, sdo bem
estabelecidos como atenuadores desses efeitos deletérios, logo, nesse contexto, faz-se necessario
estudos biomoleculares que expliquem tais beneficios no remodelamento 6sseo. Objetivo:
Avaliar os efeitos do envelhecimento, bem como o efeito do treinamento de forca sobre as
propriedades da MEC, relacionados ao remodelamento 0sseo em ratos. Materiais e métodos:
foram utilizados 20 ratos Wistar Novergicus Albinos, de 3 e 20 meses, divididos em quatro grupos
experimentais com 5 animais cada Jovens Sedentarios (JS), Velhos Sedentarios (VS), Jovens
Treinados (JT) e Velhos Treinados (IT). O treinamento de forca (TF) de 12 semanas foi realizado
uma vez a cada dois dias. Primeiramente, os ratos foram adaptados ao protocolo de TF para
escalarem uma escada vertical, com pesos presos as suas caudas, realizando de 8 a 12 movimentos
por escalada. As sessdes de TF consistiram de quatro escaladas na escada, com 65%, 85%, 95%
e 100% da capacidade maxima de carregamento do rato, determinada na sessdo anterior.
Posteriormente, os fémures foram retirados e, a expressao génica, atividade da MMP-2 e conteudo
proteico de COL-1 foram analisadas. Resultados: foi identificado menor expressdo génica da
SOST e MEPE nos grupos VT. A expressdo génica do COL-1 apresentou reducéo significante
nos grupos velhos, mas houve diferenca no contetdo proteico. A expressdo das MMPs-2 e -13
bem como a atividade da MMP-2, apresentaram diminuigdo no envelhecimento, e ndo houve
influéncia do treinamento. Conclusdo: O TF demonstrou efeito protetor no osso envelhecido,
sem alterar o contetdo proteico estrutural e o remodelamento. Sugere-se que protocolos que
adotem um tempo maior de treinamento podem gerar resultados mais favoraveis.

Palavras chaves: Osso, envelhecimento, treinamento de forca, RT-PCR, Western Blotting,
Zimografia.



Abstract

Bone is a dynamic tissue able to sustain impacts and, like other tissues, is affected negatively by
aging. Its extracellular matrix properties become weakened, resulting in greater fracture risks.
Exercises, as resistance training, are well established as attenuators of these deleterious effects,
therefore, considering this context, biomolecular studies are crucial to explain such benefits in
bone remodeling. Objectives: To identify aging effects on ECM, and resistance training as well,
related to bone remodeling in rats. Materials and methods: 20 rats Wistar novergicus albinos
were used, aged 3 and 20 months, and divided into four experimental groups (5 animais per
group): young sedentary (YS), young trained (YT), old sedentary (OS), old trained (OT).
A 12-week RT was conducted once every two days. Initially, the rats were adapted to the
resistance training protocol, which required them to climb a vertical ladder with weights attached
to their tails, making them perform from 8 to 12 movements per climb. The training sessions
consisted of four ladder climbs with 65, 85, 95, and 100% of the rat’s maximal carrying capacity,
as determined in the previous session. Afterwards, femurs were dissected and MMPs genic
expression, MMP-2 activity and COL-1 protein tissue content were analyzed. Results: there was
reduced genic expression of SOST and MEPE in OT group compared to sedentary. COL-1
showed reduced gene expression in old groups, however it was not reproduced on proteic tissue
content. MMP-2 and -13 expression and activity of MMP-2 were reduced in aged animals, and
RT had no influence on these results. Conclusion: Resistance training showed protective effect
on aged bone, without showing any alterations on proteic structural content and remodeling
activity. Different protocols with longer periods of training may have more favorable results.

Keywords: Bone, aging, resistance training, RT-PCR, Western Blotting, Zymography.
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Introducéo

Organizacao, funcao e composicao do 0sso

O esqueleto é um dos maiores sistemas do corpo, sendo um tecido conectivo que
consiste de uma matriz mineralizada e uma unidade celular de remodelamento ativa (FENG &
MCDONALD, 2011). Do nascimento ao envelhecimento, o tecido 6sseo estd sempre em
atividade. O 0sso embrionario, primariamente formado por cartilagem fornecida por condrécitos,
é usado como molde e substituido por um osso mineralizado formado pelas células especificas do
0ss0 (GRABOWSKI, 2015). Dois processos de ossificacdo dado origem aos 0ssos adultos, sendo
a primeira a ossificacdo intramembranosa que da origem a 0ssos chatos (como 0ssos do créanio e
escapula), e a ossificacdo endocondral que origina 0ssos curtos (como 0ssos do tarso) e longos,
como o fémur e tibia (MACKIE et. al., 2008).

Os ossos possuem fungdes que vao além da protecdo dos 6rgdos, e ancoragem de
tenddes e ligamentos (BENJAMIN et. al., 2006). Ele é responsavel pelo armazenamento do célcio
e fosfato, liberando esses ions conforme a necessidade do organismo. Porém, a producgdo de
células progenitoras em seu compartimento medular é a fungdo mais importante para conservagao
de todas as outras funcbes (ALFORD et. al., 2015). As células progenitoras de origem
hematopoiética e mesenquimais podem ser consideradas a base do ciclo de remodelamento 6sseo,
pois a partir dessas, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos sdo originados e mantém a homeostase
do tecido ésseo (BRANDI, 2009).

Osteoblastos se originam de células tronco mesenquimais (do inglés, mesenchymal stem
cells, MSC) localizadas principalmente na medula 6ssea vermelha. MSC s&o pluripotentes, e tem
capacidade de originar além de osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos, midcitos e fibroblastos, e
para que sua diferenciacdo seja direcionada para a linhagem de células dsseas, fatores de
transcricao e sinalizacao precisam ser aplicados a ela (GRABOWSKI, 2015). Elas passam por um
processo de maturacdo onde se tornam primariamente pré-osteoblastos, continuando sua
diferenciacdo até a célula madura osteoblastica. O osteoblasto € responsavel por sintetizar
componentes da matriz organica e controlar a mineralizagdo dessa matriz (LONG, 2011).

Ostedcitos, por sua vez, sao osteoblastos diferenciados e aprisionados na matriz mineral
6ssea. Sdo o destino final na linhagem osteoblastica, representando a ultima diferenciacdo nessa
cadeia, porém ndo indiferentes ao ciclo de remodelamento 6sseo (CAPULLI et. al, 2014). Essas
células sdo fixadas na matriz mineralizada e comunicam-se através de canaliculos e processos
dendriticos, podendo sinalizar em vérias camadas de 0sso, para ambos osteoblastos e osteoclastos
um novo inicio do processo de remodelamento. Adicionalmente, funcionam como os principais
mediadores na percepg¢do da carga mecénica para o remodelamento estrutural do osso (CAPULLI
et. al, 2014).
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Osteoclastos sdo as células responsaveis pela degradacdo e reabsorcdo da matriz
extracelular mineralizada, que exerce a sinalizacdo para o amadurecimento proveniente de sua
contraparte, os osteoblastos (VAANANEN, 2000). Tem origem em células hematopoiéticas,
assemelhando-se aos macréfagos e varias moléculas podem influenciar na producdo e
diferenciagdo. Eles desenvolveram maquinario eficiente para dissolver cristais de hidroxiapatita
e degradar a matriz organica do osso rica em fibras de colageno (VAANANEN, 2000). Por
compartilharem origem comum com células imunes, por se diferenciarem a partir de
mondcitos/macrofagos maduros e por terem papel fagocitario no 0sso, sdo chamados de
macrofagos especificos do osso (ENDO-MUNOZ, 2012).

Em resumo, apesar das células dsseas possuirem caracteristicas diferentes, suas funcdes
sdo controladas e estimuladas por elas mesmas, em um ciclo préprio de remodelamento 6sseo
(HERNANDEZ-GIL et. al, 2006).

Remodelamento dsseo

O processo de remodelamento 6sseo ocorre de maneira elegante e coordenada. Em
pequenas unidades funcionais multicelulares basicas (do inglés, basic multicelular units, BMU),
ocorrem a formagdo e a quebra da matriz dssea pela linhagem de células osteobléasticas e
osteoclasticas, respectivamente, que se responsabilizam por assumir essa funcdo ciclica
(ROBLING et. al., 2006). Osteoclastos sdo células que iniciam o processo de osteolise no espago
da BMU, destruindo e reabsorvendo a matriz mineralizada ao escavar tlneis de aproximadamente
300 um de diametro (VAANANEN et. al., 2000). Para que a reabsorcio seja desencadeada, uma
série de atividades celulares precisam ser seguidas, iniciando pelo processo de migracdo e
ancoragem dos osteoclastos ao local de degradacgdo 6ssea, formacao de uma lacuna de reabsorcao,
dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita, degradacdo da matriz orgénica, remocao dos detritos
dsseos da lacuna e, posteriormente, inativacdo do osteoclasto (VAANANEN et. al., 2000). A
lacuna formada entre o osteoclasto e a matriz éssea precisa de um meio acido a fim de que a
degradacdo dos componentes da matriz ocorra, pois, o fosfato de calcio encontrado no meio
extracelular é altamente sensivel ao pH local (GRABOWSKI, 2015).

Apos a reabsorcao, um grupo de células osteoblasticas aderem-se a zona reabsorvida e
secretam proteinas colagenosas (principalmente o colageno tipo 1), proteinas ndo-colagenosas
(como a osteocalcina e a osteonectina) e proteoglicanas (CAPULLI et. al., 2014). Essa nova
camada é chamada de ostedide, que é a matriz 6ssea nao-mineralizada, ndo-rigida e incapaz de
absorver impactos (CAPULLI et. al., 2014). Em um determinado ponto, a deposi¢do Ossea
termina e os ostedides sdo calcificados para adquirir rigidez, em um processo de hidroxilagdo do
Ca3(P04)2 (fosfato tricdlcico) que da origem aos cristais de hidroxiapatita [Cal0(PO)6(0OH)2],

minerais que se acomodam aos espagos entre as fibrilas de colageno e transforma a matriz
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organica nio-mineralizada em uma matriz inorganica mineralizada rigida (HERNANDEZ-GIL
et. al., 2006).

Nesse modelo, a formacdo do ostedide € encontrada em locais especificos, sofrendo o
processo de mineralizacdo chamado de aposicdo mineral primaria, que dura entre 5-10 dias.
Seguido a esse periodo, acontece uma maturagdo gradual e lenta da matriz organica, em que a
quantidade de cristais de hidroxiapatita e 0 aumento de tamanho destes chegam ao nivel ideal,
chamada de mineralizacdo secundaria (MEUNIER et. al. 1997).

Enguanto a matriz avanca para o estagio mineralizado, osteoblastos séo circundados e
presos nessa nova matriz e se transformam nas células seguintes em sua linhagem, os ostedcitos.
Essas novas células, apesar da incapacidade de mobilizar-se pelo tecido mineralizado, adquirem
uma funcdo nova e complementam o ciclo de remodelamento 6sseo. Os ostedcitos sdo
responsaveis pela percepcao do estresse mecanico sobre 0 0sso e sinalizagdo para osteoblastos e
osteoclastos do inicio de um novo ciclo. Comunicam-se entre si principalmente por uma rede de
canaliculos e jungdes gap, por onde percebem as mudancas da MEC (KOMORI et. al., 2013).

O processo de remodelamento é esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo grafica do processo de remodelamento dsseo (adaptada de BARON &
KNEISSEL, 2013). Células tronco mesenquimais sdo recrutadas da medula 6ssea com potencial
de diferenciacdo em condrdcitos, adipdcitos ou osteoblastos. A via de sinalizagdo Whnt direciona
a diferenciacdo e maturacdo da linhagem osteoblastica, enquanto impede a proliferacdo dos outros
tipos de células. O osteoblasto maduro produz o ostedide, e ap6s mineralizacdo da matriz,
transforma-se em oste6citos (responsaveis pela sensibilizacdo mecénica do 0sso). Entretanto,
podem entrar em estagio quiescente, como células de alinhamento dsseo, ou sofrer apoptose. Os
ostedcitos podem inibir a diferenciacdo dos seus precursores, por meio da SOST e DKK1, e
também controlar a diferenciacdo dos osteoclastos, ao produzir RANKL ou OPG. Os osteoclastos
sdo diferenciados a partir das células tronco hematopoiéticas, e apds ancoragem, reabsorvem a

matriz mineralizada.

Vias de sinalizagéo e a matriz extracelular
As células citadas anteriormente séo participantes do processo de remodelamento 6sseo,

e sdo especificas do sistema esquelético, agindo e reagindo conforme a necessidade e sinalizagdo
da matriz extracelular (BOSKEY et. al., 2013). A matriz éssea possui duas fases: uma organica,
composta por 90% de colageno, 5% de proteinas ndo-colagenosas, aproximadamente 2% de
lipidios e 4gua. A outra fase, a inorganica, composta de cristais de hidroxiapatita e células dsseas,
mantém a funcao rigida do osso para absor¢do de impactos (BOSKEY et. al., 2013).

A via de sinalizagdo Wnt candnica foi estabelecida como a principal via de regulagéo
para diferenciacdo das células tronco mesenquimais em direcdo a linhagem osteobléstica. Em
resumo, a sinalizagdo inicia com o ligante Wnt conectando-se aos receptores frizzled e LRP5/6
na membrana celular, permitindo um acumulo de B-catenina no citoplasma, que por sua vez é
translocada ao nicleo da célula e inicia a transcri¢do de genes relacionados a diferenciagdo celular
(BARON, KNEISSEL, 2013). A partir dessa etapa, fatores de transcrigdo e fatores de crescimento
dédo continuidade ao processo de maturagdo da célula para um osteoblasto funcional, capaz de
repor a matriz 6ssea (KOMORI et. al., 2009; BRUDERER et. al., 2014). Por sua capacidade de
diferenciagdo variada, as células tronco mesenquimais podem sofrer influéncia de outras proteinas
que direcionam sua diferenciagdo para linhagens de células alheias ao tecido 6sseo (CHEN et. al.,
2011). Quando a presenca dos receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARy)
superam os fatores responsaveis pela diferenciagdo em osteoblastos, as células mesenquimais
seguem um caminho de transformacdo em adipdcitos, causando perda de tecido 6sseo (CHEN et.
al., 2011).

Apos a diferenciacdo da célula tronco mesenquimal para a linhagem osteobléstica, é
iniciado o processo de producéo das proteinas necessarias para formacao éssea (YOUNG et. al.,
2003). O colageno do tipo | é a proteina estrutural mais importante para o 0sso cortical e trabecular

e corresponde a 90% do conteldo do ostedide, o 0sso ndo-mineralizado. Essas cadeias
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polipeptidicas no 0sso sdo heterotriméricas, sendo unidas em triplice hélice, compostas de duas
cadeias ol e uma a2, originando o colageno tipo I (YOUNG et. al., 2003). Ao ser secretado, o
colageno liga-se aos seus semelhantes através de ligagdes cruzadas covalentes. Essas ligacGes
podem ser fundamentais para a manutencdo da estrutura Ossea sob carga mecéanica, pois
possivelmente sdo as primeiras a romper e liberar energia, a fim de evitar lesdes importantes na
continuidade do osso (THOMPSON et. al., 2001). Essas ligacGes cruzadas entre fibras de
colageno sdo um importante fator de resisténcia para o tecido 6sseo e, em condices fisioldgicas,
essas ligagdes diminuem conforme o envelhecimento (SAITO et. al., 2010). Por fim, o coldgeno
possui um papel de ancoradouro para diversas proteinas ndo-colagenosas (ROSS et. al., 2013;
BORNSTEIN et. al., 2002).

A sinalizagdo para transcricdo de osteoclastos é alcancada por duas proteinas
independentes, a primeira sendo o fator estimulante da col6nia de macrofagos (do inglés,
macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) e a segunda conhecida como ligante do receptor
do ativador do fator nuclear kappa-B (do inglés, receptor activator of nuclear factor kappa-B
ligand, RANKL). Enquanto M-CSF amplia a disponibilidade dos precursores de osteoclastos, 0
RANKL liga-se ao seu receptor especifico, RANK, promovendo a maturacao, diferenciacao e
inibindo a apoptose (TROUVIN et. al., 2010). Contudo, 0 RANKL possui um antagonista, que
disputa o local no receptor a fim de promover o efeito contrario. A osteoprotegerina (OPG)
compete sua ligacdo ao receptor RANK e inibe a diferenciacdo e maturacdo das células
hematopoiéticas em osteoclastos, e consequentemente compromete a reabsorcdo 6ssea (BOYLE
et. al., 2003). Todas as trés proteinas citadas sdo produzidas pelas células da linhagem
osteoblasticas, de maneira que a proliferagdo dos osteoclastos é conduzida pela presenca de
osteoblastos e ostedcitos (KOMORI et. al.,, 2013). Para manter a homeostase 0Ossea, essa
sinalizagdo entre RANKL e OPG precisa ser regulada adequadamente. A via Wnt em osteoblastos
maduros controla a produgdo de OPG por essas células e ja foi mostrado que mutagdes nessa via
podem causar osteogénese imperfeita e iniciar um processo de osteoporose (TAKAYANAGI et.
al., 2005; CAO et. al., 2005; GRABOWSKI, 2015).

Ap0s a reabsorcdo e formacdo de uma nova matriz dssea, 0s ostedcitos originados do
aprisionamento dos osteoblastos na matriz, tem sua parte no ciclo de remodelamento. Eles
produzem a esclerostina, uma proteina capaz de agir sobre seu antecessor, transcrita pelo gene
SOST (WINKLER et. al., 2009). Essa proteina age na via de sinalizacdo Whnt, inativando o
receptor LRP5/6, impedindo a cascata de informacdo intracelular para diferencia¢do e maturacdo
do osteoblasto (LI et. al., 2009). Em culturas celulares, a esclerostina foi observada por essa acdo
inibidora, e sua auséncia elevou o nivel de massa 6ssea de maneira exacerbada (POOLE et. al.,
2005). Outra proteina exclusiva dos ostetcitos, a MEPE (do inglés, Matrix-Extracellular-
Phospho-Glycoprotein with ASARM-motif), parece ter uma funcdo semelhante, porém sem tanto

esclarecimento como a esclerostina (ATKINS et. al., 2011). Ja foi observado que a massa 6ssea
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e 0 conteudo trabecular estdo aumentados em ratos nulos a produgdo de MEPE, enquanto ratos
com expressao aumentada da proteina apresentam fenotipo de osteoporose (GOWEN et. al.,
2003). Contudo, resultados controversos também foram encontrados. Boskey et al. (2009), em
seu estudo com um sistema de hidroxiapatita em gel, afirma que a MEPE em seu estado intacto
inibe a mineralizacdo Ossea, porém quando clivada ela ¢ uma promotora da mineralizacéo.
Ademais, Kulkarni et. al. (2010), reporta que em cultura de células osteocitarias sob estimulo
mecanico, a MEPE ¢ inibidora da osteoclastogénese, sendo, por conseguinte, regulatéria na
reabsor¢do 6ssea.

Assim como em varios tecidos corporais, as metaloproteinases (MMPs) também sédo
fundamentais para o remodelamento da MEC em 0ssos. Elas sdo proteinas secretadas por células,
capazes de degradar e remodelar a matriz extracelular adjacente, dissolvendo o colageno
estrutural (NAVARRO et. al., 2006; KADLER et. al., 2007). Contudo, seu papel parece ser
abrangente e necessita mais estudos para elucidar sua exata funcdo no tecido ésseo.
Metaloproteinases possuem um papel fundamental no osso embrionario, degradando o 0sso
imaturo formado por condrdcitos e enviando sinais angiogénicos para vascularizagcdo do novo
0ss0 (GRABOWSKI, 2015). Aparentemente elas estdo envolvidas em regular os fatores de
crescimento, migracdo de osteoclastos e participacdo na mineralizagdo 6ssea, apesar de estudos
ainda estarem sendo conduzidos sobre o assunto (VU et. al., 2000). Seus tipos mais
frequentemente associados ao desenvolvimento 6sseo s&éo MMPs -2, -9, -13, -14 e -16 (PAIVA
et. al, 2014; LIANG et. al, 2016). Inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS), parecem
ser importantes como complemento e modulacéo da atividade das metaloproteinases (MURPHY
et. al., 2005).

Envelhecimento do tecido 6sseo

O osso, como todos os outros tecidos corporais, envelhece de maneira gradual e
irreversivel. O balanco ¢sseo resultante da atividade de formagdo e reabsorcdo fica
desequilibrado. Com o avangar da idade, ocorre um declinio da for¢a dssea por redugdo da
densidade do osso trabecular e cortical, somando-se ainda a espessura e porosidade cortical, sendo
esse Ultimo responsavel em 76% da redugdo da forga cortical (MCCALDEN et. al., 1993). As
alteracBes moleculares e celulares causadas pelo envelhecimento incluem, mas ndo se limitam,
ao aumento do estrese oxidativo no 0sso (ALMEIDA et. al., 2007), diferenciagdo osteobléstica
diminuida (JILKA, 2010), diferenciacdo de células tronco mesenquimais para adipocitos em
detrimento de células 6sseas (ALMEIDA et. al., 2009; AKUNE et. al., 2004), diminuigdo de
fatores de crescimento (XIAN et. al., 2012), apoptose aumentada de osteoblastos e osteoclastos
(ALMEIDA, 2007b) e densidade de rede osteocitéria diminuida em humanos (MANOLAGAS &

PARFITT, 2010). O envelhecimento para as células progenitoras mesenquimais altera sua

17



capacidade proliferativa e de diferenciacéo. Ratos idosos ja apresentaram altos niveis de proteinas
oxidativas nessas células, enquanto a atividade de enzimas antioxidativas estava diminuida, em
comparagdo com ratos jovens (STOLZING et. al., 2006).

Ademais, o processo de mineralizacdo secundaria confere rigidez ao 0sso, e 0
envelhecimento, pela atividade de turnover reduzida, leva a um desequilibrio dessa qualidade
Ossea (MEUNIER et. al. 1997). Com o aumento da rigidez, haverd consequentimente um
comprometimento da elasticidade, levando a menor tenacidade no 0sso, ou seja, a menor
capacidade do o0sso em absorver energia antes de fraturar (PANWAR et. al., 2017). Logo, é
fundamental ressaltar que o aumento exacerbado de rigidez Ossea é capaz de comprometer a
estrutura fisica do 0sso, pois a capacidade do mesmo em absorver impactos fica reduzida.

Quarto et. al. (1995), comparou a quantidade de células mesenquimais progenitoras no
0ss0 de ratos jovens e adultos, observando uma quantidade significativamente menor delas com
o0 envelhecimento. Em contrapartida, Chen et. al. (2004) relatou a partir de suas observa¢Ges uma
quantidade mais significativa de células progenitoras mesenquimais em ratos idosos, contudo,
ocorria uma falha na diferenciacdo dessas células para a linhagem osteoblastica. Em revisao da
literatura, Gibon et. al. (2016) afirma que o envelhecimento compromete a disponibilidade e o
crescimento das células mesenquimais progenitoras para formacdo 6ssea e, apesar de nao haver
consenso, possivelmente o potencial de diferenciacdo osteogénico dessas células também esta
diminuido. Tais alterac@es decorrentes do envelhecimento causam um déficit na producéo de
osteoblastos, principal unidade da formagao dssea.

Estresse oxidativo possui um papel benéfico no tecido, como um ativador de resposta
imune, mediado pela concentragdo das espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen
species, ROS). Contudo, durante o envelhecimento, o desequilibrio entre ROS e o0s antioxidantes
endogenos podem desencadear complicagdes degenerativas celulares no osso (WAUQUIER et.
al., 2009).

H& uma divergéncia na literatura quanto a correlacdo entre a perda de massa muscular
e massa 6ssea decorrentes do envelhecimento, em humanos. Marcus et. al. (1995), em revisdo na
literatura afirma que apesar da perda de massa éssea e massa muscular ocorrerem
concomitantemente, a perda 6ssea emerge muito antecipadamente em comparacdo a perda de
massa muscular no decorrer dos anos. Logo ndo se pode inferir uma ligacao direta entre esses
acontecimentos. Porém, Calmels et. al. (1995) em um estudo que correlacionou forga muscular
isocinética de membros superiores e inferiores com densidade mineral dssea de mulheres entre
44 e 87 anos, observou associacdo direta entre essas variaveis, sendo vista primeiramente em
membros superiores, entre a quinta e sexta década de vida, e em membros inferiores
posteriormente, apos a sexta década. Mais recentemente, Verschueren et. al. (2013), em um estudo
coorte com 679 homens europeus de meia-idade e idosos, buscou a correlacéo entre sarcopenia,

reduzida massa Gssea e 0steoporose, e encontrou associagao entre essas variaveis. Homens com
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baixa massa muscular tiveram menor densidade de massa 6ssea e mais propensao a osteoporose
guando comparados a homens nao-sarcopénicos. 1sso nos leva a acreditar que pode ocorrer certa
influéncia da contracdo muscular ao causar estresse mecanico sobre o 0sso e regular assim a

densidade mineral deste tecido.

Exercicio fisico X Remodelamento 6sseo

Henderson et. al. (1998), afirma que a atividade fisica pode otimizar a densidade mineral
6ssea e melhorar a qualidade do 0sso por causar mudancas na sua geometria e arquitetura. Bonet
et. al. (2010), em acordo com outros estudos, revisou que o exercicio fisico pode influenciar o
sistema esquelético de maneira direta, através do impacto, ou indireta, através da contracdo
muscular ou ainda modificando niveis de determinados hormdnios que possuem papel no
metabolismo do célcio. O impacto direto é percebido pelos ostedcitos, porém seu mecanismo de
ativacdo como receptor mecanico ndo € bem elucidado. A resposta celular pode ser dada por
despolarizagdo de dendritos no ostedcitos, que desencadeiam mudangas elétricas de membrana.
Ocorre sinalizagdo para os osteoblastos, e posteriormente, osteoclastos seguindo-se assim o
turnover 6sseo. Mauney et. al. (2004), observou esse efeito em um estudo in vitro com tecido
0sseo estimulado por vibragdo, em que células da linhagem osteoblasticas se proliferaram com
mais intensidade por sinalizagdo proveniente de ostedcitos.

Ha na literatura estudos que comprovam o efeito protetor do exercicio fisico no 0sso
susceptivel a osteoporose. Ocarino et. al. (2007), conduziu um estudo com ratas osteopénicas em
modelo de treinamento aerébico em esteira sem inclinagéo. Observou-se um aumento do volume
do osso trabecular na vértebra e 0ssos longos, e espessura cortical da vértebra. Lacerda et. al.
(2015), realizou um estudo de treinamento de forga com ratos de 21 semanas de idade, sob ingesta
de dieta rica em carboidratos, objetivando conferir a relagdo do exercicio aerébico com perda de
peso e remodelamento 6sseo. Constatou que a atividade fisica inibiu a osteopetrose, 0 aumento
da matriz mineralizada de forma anormal, em vértebras, causada pela obesidade. A porcentagem
de osso trabecular nas vértebras e fémures proximais também foi aumentada, e observou que o
0sso nasal de ratos, que ndo recebe carga durante o exercicio, também obteve aumento de
espessura. Esse fato, foi atribuido a melhora sistémica causada pela atividade fisica e a producao
de hormbnios que agem também no tecido 6sseo, afirmando entdo que o exercicio € um bom
recurso para manter a homeostase do osso. Howe et. al. (2011), publicou por meio de reviséo
bibliogréfica a anélise de 43 estudos randomizados controlados, com um total de 4320 mulheres
em periodo pds-menopausa, e descreveu o exercicio de forga progressivo resistido em membros
inferiores como a intervencgdo mais efetiva para densidade mineral 6ssea da cabeca do fémur, que

apesar de pequena significancia estatistica, demonstrou ser a intervengdo mais segura e efetiva.
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Em um estudo com citocinas que influenciam no remodelamento 6sseo, Smith et. al.
(2016) observou queda na producdo de proteinas osteoclastogénicas em sujeitos adultos
comprometidos com programa de exercicios, incluindo exercicios resistidos, em um periodo de 6
meses. Em contrapartida, citocinas anticlasteogénicas tiveram sua quantidade sérica
incrementada, assim como aumento da osteocalcina. Pode se inferir que esse programa de
exercicios teve efeito positivo na producdo dssea, inibindo a degradacdo da matriz.

Estudos ja foram conduzidos para observar o efeito do exercicio em ratos, em diversas
situacOes. Foi mostrado aumento significativo na atividade da MMP-2 do tenddo calcaneo (TC)
de ratos que realizaram salto vertical na dgua (4 séries/10 saltos, 30 segundos de repouso entre as
séries, 5 dias/semana, 5 semanas, carga de 50 a 70% do peso corporal do animal) (Marqueti et al.,
2006; Marqueti et al., 2008). Além disso, recentemente nds demonstramos que o treinamento de
forca (metodologia similar a utilizada nesse projeto) aumentou o remodelamento da MEC, tanto
em musculos quanto em tenddes (Prestes et al., 2009; Pereira et al., 2010). Shiguemoto et. al.
(2012), ao realizarem o mesmo protocolo de treinamento de forca do presente estudo, em ratas
ovariectomizadas com 13 semanas de idade, observaram aumento da atividade da MMP-2 nos
grupos intactos e ovariectomizados treinados cronicamente. Ainda houve aumento significativo
da densidade Gssea, densidade mineral e resisténcia a carga de fratura nos grupos treinados
cronicamente.

Nesse contexto, as hipoteses desse trabalho sdo:

1)  Aspropriedades de MEC se alteram com o envelhecimento como: diminuicéo do
contetido de colageno, diminuicdo do numero de células capazes de responder ao estimulo
mecénico, reducdo da expressdo e atividade de MMPs, aumento da expressdo de genes
relacionados ao enfraquecimento dsseo, diferencia¢do das células mesenquimais para a linhagem
de adipécitos em detrimento a linhagem osteoblastica;

2) O treinamento de forca podera minimizar essas alteracGes da MEC no processo
de envelhecimento, favorecendo o processo de remodelamento, indicando uma inibigdo da
degradacéo 6ssea.

Esses achados trardo grande contribuicdo para a compreensdo dos mecanismos
associados as alteragBes de remodelamento da MEC em o0ssos durante o envelhecimento
bioldgico. Além disso, a utilizacdo do treinamento de forca podera minimizar esses efeitos
deletérios do envelhecimento, favorecendo o processo de reabilitacdo fisica. Alguns aspectos que
serdo estudados aqui sdo inéditos na literatura cientifica e trardo grande contribui¢do para a
ciéncia basica, no que tange o entendimento do remodelamento da MEC, bem como para a
aplicacdo nas areas de reabilitacdo e promocdo de salde em geriatria/gerontologia.

Sobre 0s genes propostos para estudo no presente trabalho, sua relacdo com o

envelhecimento e treinamento de forga pode ser encontrada na Tabela I.
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TABELA | — Relagéo de proteinas que serdo analisadas no presente estudo e os dados encontrados na literatura sobre sua expresséo no exercicio resistido e

no envelhecimento.

Gene/Proteina

Funcéo na matriz extracelular
0ssea

Expressdo no exercicio resistido em tecido
0sseo

Expressdo no envelhecimento em tecido
0sseo

Col-1

Principal proteina estrutural da matriz
extracelular. Produzida por células da
linhagem osteoblastica.
(KULTERER, 2007)

Expressao incrementada por consequéncia do
aumento de células osteoblasticas (VICENTE et.
al., 2013).

Contetdo diminuido por maior degradagéo
e enfraquecimento de suas liga¢Ges
cruzadas. (YOUNG, 2003).

SOST -
Esclerostina

Inibidor de formagdo Gssea. Expressa
principalmente pelos ostedcitos.
Antagoniza BMPs. (LIN, 2009)

Expresséo reduzida quando em estimulo
mecéanico. (ROBLING, 2008)
Exércicios de baixo-volume e alta-intensidade
em microgravidade diminuiram expressao de
SOST e aumentaram formacg&o 6ssea. (MACIAS,
2012)

Diminui com o envelhecimento, mas ndo
influencia na diferenciacdo de osteoblastos,
como seria esperado. (SHAHNAZARI,
2012)

MEPE

Regula homeostase do fosfato e inibe
mineralizagdo 6ssea. (GOWEN, 2003)

Sem dados para exercicio resistido.
Estimulo mecanico aumentou expressao génica
da MEPE, que interage com OPG, e
consequentemente diminui osteoclastogénese.
(KULKARNI, 2010)

Expressédo aumentada em pacientes com
quadros de osteoporose e osteomalacia
(NAMPEI et. al., 2004).

PPARY

Fator chave de transcrigdo das MSC
em adipdcitos. Concorre com fatores
de transcrigdo dos osteoblastos
(ZHANG et. al., 2016)

Sem dados para exercicio resistido.
Treino em esteira previne a perda dssea por
inibicdo da PPARy. (CHEN et. al., 2011,
MAREDZIAK et. al., 2015)

Expressdo aumentada no envelhecimento,
indicando maior adipogénese (ZHANG et.
al., 2016).

MMP-2

Degradacdo da matriz 6ssea, sinergia
com outras metaloproteinases
(PAIVA, 2014)

Atividade aumentada com treinamento de forca
cronico de alta-intensidade em ratas
ovariectomizadas. (SHIGUEMOTO, 2012)

Sem dados encontrados para
envelhecimento.

MMP-9

Migracdo do osteoclasto. Degradacéo
da matriz 6ssea. (PAIVA, 2014,
DELAISSE, 2003)

Sem dados encontrados para exercicio resistido.

Sem dados encontrados para
envelhecimento.

MMP-13

Degradagdo da matriz 6ssea. Promove
ossificacdo endocondral (PAIVA,
2014).

Sem dados encontrados para exercicio resistido.

Sem dados encontrados para
envelhecimento.

TIMP-1

Inibidor da agéo de degradacdo das
metaloproteinases. (HILL, 1994)

Sem dados encontrados para exercicio resistido.

Sem dados encontrados para
envelhecimento.
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Objetivo geral

Avaliar os efeitos do envelhecimento, bem como o efeito do treinamento de forca sobre
as propriedades da MEC importantes para o remodelamento 6sseo em ratos.

Objetivos especificos

Avaliar por meio de PCR em tempo real alguns dos principais genes responsaveis pelo
remodelamento 6sseo.
Avaliar por meio de zimografia a atividade da MMP-2 tecidual.

Avaliar por meio de western blotting o contetido proteico do colageno tecidual.
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Materiais e Métodos

Animais e grupos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 20 ratos, Wistar novergicus
albinos de 3 (jovens, n = 10) e 20 meses (velhos, n = 10), provenientes do Biotério Central da
UNESP (Campus de Botucatu). Os ratos foram mantidos no Biotério do Laboratério de Fisiologia
do Exercicio desta universidade em temperatura ambiente entre 22 e 24°C com luz controlada em
ciclo de 12 h (claro-escuro). A agua e a comida foram administradas ad libitum. O experimento
foi conduzido segundo as normas de ética na experimentacdo animal (National Research Council,
2011; DBCA/CONCEA, 2013). Esse projeto, foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (processo n°: 031/2011).

Os ratos foram entdo divididos em quatro grupos experimentais, com 5 animais cada:
Jovens Sedentéarios (JS), Velhos Sedentarios (VS), Jovens Treinados (JT) e Velhos Treinados
(VT). Os grupos sedentarios foram mantidos sem realizar treinamento de forga, enquanto os

treinados seguiram o protocolo de treinamento de forca.

Treinamento de Forca

O treinamento de forga (TF) de 12 semanas foi realizado uma vez a cada dois dias.
Inicialmente, os ratos foram adaptados ao protocolo de TF que exigiu que os animais escalassem
uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm, inclinacéo de 80°). O tamanho da escada fez
com que 0s animais realizassem 8-12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi preso na
porcao proximal da cauda com uma fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda, os ratos
foram colocados na parte inferior da escada e familiarizados com a mesma. Caso necessario, um
estimulo com pinca seria aplicado na cauda do animal para iniciar o0 movimento. No topo da
escada os ratos alcangaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram durante 2 minutos.
Este procedimento foi repetido até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada,
trés vezes consecutivas, sem estimulo. Trés dias apos esta familiarizagdo, a primeira sessao de
treinamento consistiu de 4-8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais pesadas. A
escalada inicial consistiu em carregar uma carga de 75% do peso corporal do animal. Em seguida,
foi adicionado um peso de 30g até uma carga com a qual o rato ndo conseguisse escalar toda a
escada. A falha em escalar foi determinada quando o animal ndo conseguiu progredir na subida
da escada ap0s trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi
considerada como a capacidade maxima de carregamento do rato para aquela sessdo de
treinamento. As sessdes de treinamento consistiram de quatro escaladas na escada, com 65%,

85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregamento do animal, determinada na sessao
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anterior. Durante as escaladas subsequentes foram adicionados 30g até que uma nova capacidade
méaxima de carregamento fosse determinada. O protocolo de TF apresenta metodologia similar
aos usados em humanos e foi o adaptado de Hornberger e Farrar (2004), de acordo com as

necessidades do presente estudo.

Eutanasia dos animais, retirada e armazenamento dos fémures

Ap06s 48 h do término do periodo experimental, todos 0s procedimentos experimentais
foram realizados com os animais anestesiados, utilizando-se injecéo intraperitonial de solucdo de
xilazina (12 mg/Kg/peso corporal) e quetamina (95 mg/Kg/peso corporal). Apds, 0s animais
foram posicionados em uma mesa cirtrgica em decubito dorsal, com as patas presas € mantidas
em extensdo, para assim efetuar a dissecacdo dos fémures. Os ossos foram congelados em

nitrogénio liquido e armazenados em freezer a —80°C, para analises moleculares.

Preparacdo da amostra e extracdo de RNA

A cabega e 0 colo do fémur dos ratos de cada grupo foram usados para andlise.
Inicialmente as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido com um pistilo e
homogeneizadas no reagente TRIZOL (Invitrogen Corporation, California, USA) com um
homogeneizador PowerGen 125 (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). Ap6s homogeneizagdo, a
amostra manteve-se separada em trés partes, onde a primeira é caracterizada pela presenca de
RNA, sendo usada para o protocolo de PCR em tempo real. A segunda fase composta por DNA
foi descarta, enquanto a terceira fase composta por proteinas foi aplicada no protocolo de Western
Blotting. Ap6s o isolamento da fase aquosa, 0 RNA sera precipitado usando isopropanol. O pellet
foi lavado em etanol e subseqiientemente dissolvido em 10ul de agua livre de RNases e
armazenado em -80°C. A mensuragdo da concentracdo e pureza (260/280 nm e 260/230 nm) do
RNA foram feitas no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA).

RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)

Antes da transcricao reversa, o RNA total (1 pg) de cada amostra foi tratado com
deoxyribonuclease |1 (DNAse I; Invitrogen Corporation, California, USA) de acordo com as
instrucbes do fabricante de maneira a remover DNA genémico. Apos isso, 0 RNA tratado foi
reversamente transcrito em cDNA utilizando o Kit iScriptTM cDNA Synthesis (BioRad
Laboratories, USA).

O sistema de deteccdo para PCR em tempo real CFX 96 (Bio-Rad, San Francisco, USA)
foi usado para a reacdo qPCR. Para cada reacdo, 20 ng de cDNA, 0,2 ug de cada primer e 5 ug de
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SsoFastTM Evagreen Supermix (Bio-Rad, San Francisco, USA) foram usados em um volume
total de 10 pL por reagdo. Os primers especificos de cada gene descritos na tabela | foram
comprados da Sigma Aldrich (Missouri, EUA) e da Bioneer (Republic of Korea). O programa de
ciclagem térmica foi de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 60°C e 30s a
72°C. Apés a corrida, a curva de melting foi analisada para confirmar a especificidade dos
produtos amplificados. Proteina ribosomal S18 (RPS18) foi usada como gene de referéncia. A
expressao relativa dos produtos de qRT-PCR foi determinada por meio do método AACt, em que
a expressdo relativa é calculada usando a seguinte equacéo: fold induction = 2 “4Ct (LIVAK,
2001).

O objetivo principal da técnica de PCR em tempo real em nosso estudo foi observar a
variacdo de um determinado gene e oferecer campo para hipotetizar sobre sua importancia quanto
a intervencao utilizada. Nesse trabalho o PCR sera utilizado para embasar nossas hipéteses sobre
a atividade fisica e o envelhecimento, em que seré possivel determinar qual gene é expresso em
maior escala nessas duas situagdes, nos fornecendo uma ideia sobre a condi¢&o no remodelamento
0sseo.

A sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados é encontrada na tabela II.
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TABELA Il — Descricdo da sequéncia de primers utilizados no estudo.

Genes | Primer Senso Primer Antisenso Acesso n° Empresa
(5°-3) (3’-5)

COL-1 | ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA | CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG | NM_053304.1 | Bioneer
MEPE | ACTGTTCCTCTTCAGTATGAC TGATATTTCTGAGGAGGGTG NM_024142.1 | Sigma Aldrich
SOST ATGATGCCACAGAAATCATC CACGTCTTTGGTGTCATAAG NM_030584.1 | Sigma Aldrich
PPARy | AAGACAACAGACAAATCACC CAGGGATATTTTTGGCATACTC | NM_013196.1 | Sigma-Aldrich
MMP-2 | GATCTTCTTCTTCAAGGATCG TACACGGCATCAATCTTTTC NM_031054.2 | Sigma Aldrich
MMP-9 | TACTTTGGAAACGCAAATGG GTGTAGAGATTCTCACTGGG NM_031055.1 | Sigma Aldrich
MMP-13 | CGTGTGGAGTTATGATGATG ATCTACTTTGTCGCCAATTC NM_133530.1 | Sigma Aldrich
TIMP-1 | ATAGTGCTGGCTGTGGGGTG TGATGCCTCTGGTAGCCCTT NM_053819.1 | Bioneer
RPS18 | ACTGCCATTAAGCGTGTG GTCAGGGATCTTGTATTGTC NM_213557.1 | Sigma-Aldrich

Western Blotting

ApoOs a homogeneizagdo da amostra em TRIZOL na extracdo de RNA, foi feito a
ressuspensao de proteinas a partir da a terceira fase obtidada conforme o manual do fabricante do
TRIZOL. As proteinas foram precipitadas em 2ml de isopropanol, seguida pela lavagem em
tampdao composto por 0,3M de hidrocloreto de guanidina em etanol a 95%. Foi adicionado 99mL
de SDS 1% e 1mL de inibidor de protease (Sigma Aldrich) ao pellet de proteinas, e dissolvido em
banho quente na temperatura de 60°C. Apos ressuspensao das proteinas, a quantificacdo foi feita
no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA).

As amostras foram concentradas em 30 pg de proteina e 4 pl de tampéo de amostra
concentrado em 6x com B-mercaptoetanol (agente redutor) e foram resolvidas por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 10%. Apos, foi feita a transferéncia de proteinas em membrana de PVDF
(Merck Millipore), e bloqueio da membrana em leite. Em seguida foi realizada a incubagdo com
anticorpo primario para colageno do tipo I (Sigma Aldrich, C2456), como proteina de interesse.
Apbs incubagéo primaria overnight, foi incubado com anticorpo secundéario Goat anti-mouse 1gG-
HRP (Santa Cruz Biotecnology, Sc-2005) e revelado com reagente de revelacdo ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (Amersham, RPN2232) em fotodocumentador. A
densitometria ~ das  bandas foi feita no  software  ImageJ™  (National

Institutes of Health, Bethesda, MD) e normalizada pelo anticorpo anti S-actin, mouse monoclonal
(Sigma Aldrich, A1978).
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Zimografia

Os procedimentos para determinacdo da atividade da MMP-2 no osso foram
realizadas de acordo com o protocolo adaptado de Marqueti et. al. (2008). A porcao imediata logo
abaixo do colo do fémur foi removida e macerada em nitrogénio liquido com pistilo. Apés a
amostra foi incubada em 500uL de tampéo de extracdo (&cido cacodilico 10 mM, pH 5,0; NaCl
0,15 M; ZnCI2 1M; CaCl2 20mM; NaN3 1,5 mM; Triton X-100 0,01% [v / V]), a 4 °C overnight.
Ap0ds este periodo, a solugdo foi centrifugada por 10 min (13000 g, a 4 °C). Amostras com 15 mg
de proteinas totais foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 10%
e gelatina na concentracdo de 1mg/ml. Apds a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes em
40 minutos com solu¢do 2,5% de Triton X-100 para remover o SDS e incubados em tampéo de
incubacdo (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; CaCI2 5 mM; NaN3 0,02%; ZnCI2 10 nM) a 37 °C por 20
h. Os géis foram corados com Comassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h e descorados com
acido acético: metanol: agua (1:4:5, v:v.v), para visualizacdo das bandas de atividade. A
densitometria das bandas foi feita no software ImageJ™ (National Institutes of Health, Bethesda,
MD).
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Resultados

Efeito do envelhecimento

Algumas alteragdes no osso foram observadas pelos resultados da expressao génica
guando consideramos apenas o fator envelhecimento sem influéncia do treinamento. A expressao
génica de COL-1 apresentou diferenca significativa, com expressdo diminuida no grupo VS
guando comparado ao grupo JS (Figura 2a). Por outro lado, os resultados de contetdo proteico
do colageno tipo | ndo demonstraram diferenca entre os grupos (Figura 3).

Também foi observada diferenca significativa da expressdo da SOST, a qual aumentou
no grupo VS quando comparado ao grupo JS (Figura 2b). A expressdo génica da MEPE néao
apresentou diferenca significativa entre os grupos JS e VS (p=0,7519) (Figura 2c).

Com relagdo as metaloproteinases, considerando o envelhecimento G6sseo, foram
encontrados resultados semelhantes na expressdo génica e atividade da MMP-2 no tecido. O
grupo VS apresentou expressao génica diminuida comparado ao JS (Figura 2e), tendo resultado
semelhante quando observada a atividade total da MMP-2 por meio de zimografia (Figura 4).
TIMP-1 e MMP-13 também mostraram a expressao diminuida no grupo velho comparado ao
jovem, ambos sedentarios (Figura 2g, h).

O efeito do treinamento de forga

Quando considerado os efeitos do treinamento de for¢a no grupo JT, o COL-1 ndo
apresentou diferencas significativas na expressao génica (Figura 2a). Porém, TF ndo conseguiu
proteger a reducgéo da expressdo de COL-1 no grupo VT.

Com relagdo a SOST, nao foi demonstrada diferenca significativa entre os grupos VT e
JT (p=0,7192) (Figura 2b).

A expressdo génica da MEPE foi alterada ap6s TF, no qual o grupo JT mostrou aumento
significativo na MEPE quando comparado com o grupo VT (p=0,0020) (Figura 2c). PPARY nao
obteve diferenca significativa em nenhum grupo experimental (Figura 2d).

O treinamento de forca aumentou significativamente a expressdo génica da MMP-2,
MMP-9, MMP-13 e TIMP-1 quando comparado o grupo VT com JT (p=0,0049, p=0,0100,
p=0,0011 e p=0,0001, respectivamente; Figura 2e, f, g, h). O TIMP-1 e a MMP-13 do grupo JT
também apresentaram aumento significativo na sua expressdo quando comparados com 0 grupo
JS (p=0,0488 e p=0,0120, respectivamente). Os achados por meio de zimografia corroboraram
os resultados da expressdo génica, na qual a atividade total da MMP-2 no grupo VT foi

significativamente menor que no grupo JT (Figura 4).
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Figura 2. Analise da expressdo génica de a) COL-1, b) SOST, ¢) MEPE, d) PPARYy, €) MMP-2,
f) MMP-9, g) MMP-13 e h) TIMP-1 nos fémures esquerdos dos animais dos grupos

experimentais. Diferencas significativas: a vs. JS; b vs VS; c vs JT; d vs VT, p <0,05
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Velho Sedentario; VT, Velho Treinado.
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Discussao

Os principais achados do presente estudo confirmam que o envelhecimento acarreta
efeitos deletérios nas propriedades moleculares e propriedades estruturais da MEC levando ao
enfraguecimento 0sseo em animais velhos. Dentre os achados, destaca-se o efeito do TF na
reducdo da expressdo génica da SOST e MEPE, sugerindo um efeito inibitorio na reabsor¢édo
Ossea. O TF também promoveu uma maior expressdo génica e atividade das MMPs no grupo
jovem, conferindo melhor remodelamento.

O colageno tipo I, principal proteina estrutural do osso (YOUNG, 2003), apresentou
expressao génica reduzida em ambos os grupos velhos, embora ndo houve variacdo em seu
conteudo proteico. Observou-se gque a expressdo de COL-1 ndo foi influenciada pelo TF, e a
provavel diminuicdo da sintese dessa proteina culminard futuramente em menor resisténcia
tecidual (FONSECA et. al., 2013). Kesavan et. al. (2005) aplicaram carga mecanica por meio de
dispositivo (2 semanas, 6 dias por semana) sobre tibias de camundongos fémeas com idade entre
2 meses e 9 meses de idade, e demonstraram aumento da expressao génica de COL-1, porém
utilizaram um protocolo de aplicacdo de carga por apenas 10 dias. Ndo obstante, Holguin et. al.
(2016) realizaram treinamento semelhante, com carga mecanica aplicada em tibias de
camundongos (2 semanas, 5 vezes por semana), e reportaram expressao de COL-1 aumentada em
ratos com 5 meses de idade, porém diminuida em ratos com 22 meses de idade, corroborando o0s
nossos resultados. Em estudos com seres humanos, periodos maiores de treinamento podem
potencializar os efeitos positivos na densidade mineral dssea, que intrinsicamente se relaciona ao
COL-1. Por exemplo, Whiterford et. al. (2010) realizaram TF com homens idosos pelo periodo
de 1 ano (1 sessdo por semana, 3 séries de 8 repeti¢des maximas) e observaram aumento da DMO
total de quadril para o grupo treinado, assim como a massa magra, capacidade funcional de
marcha e for¢a muscular de membros inferiores. Nesse estudo a expresséo de COL-1 foi reduzida
com o envelhecimento e ndo foi observado efeito protetor do TF no sentido de impedir ou inibir
esse efeito. Apesar disso, o conteldo do COL-1 tecidual se manteve. Baseado nos estudos acima
acreditamos que esse efeito talvez esteja relacionado ao tempo de treinamento. Possivelmente
periodos maiores de treinamento poderiam gerar melhora na expressdo e contetdo do COL-1,
contudo ha escassez de estudos com protocolos de treinamentos por longos periodos em modelos
experimentais em animais.

Com relacdo a SOST, o envelhecimento pode acarretar efeitos deletérios na formacao
6ssea, devido ao aumento desse gene (HOLGUIN et. al., 2016). Para entender melhor, a proteina
transcrita pela SOST chamada de esclerostina, é produzida principalmente por osteécitos, e atua
inibindo a atividade dos osteblastos e posteriormente provoca apoptose celular, o que pode
contribuir para o efeito negativo sobre a formacdo éssea (GOMBOS et. al. 2016). De forma
analoga, a MEPE é uma proteina expressa especificamente por ostedcitos e possui papel crucial

no controle da captacéo de fosfato pelo tecido 6sseo, inibindo sua mineralizagdo quando em alta
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quantidade ou expressdo (ZELENCHUK et. al, 2015; BOSKEY et. al, 2009). Os resultados do
presente estudo estdo de acordo com as investigagdes anteriores (NAMPEI et. al., 2004; GOOI
et. al., 2014; KHASSAWNA et. al., 2015), as quais avaliaram a influéncia do envelhecimento
nesses dois genes e demostraram um aumento exacerbado no envelhecimento.

No atual estudo, o TF parece ter induzido um efeito 6sseo protetor nos animais velhos,
pois foi capaz de manter a expressdo da SOST em niveis basais e dessa forma inibir as vias de
absorcao 6ssea. Holguin et. al. (2016), estudaram em modelo animal, o efeito da carga mecénica
aplicada sobre a tibia de camundongos (5 x semana, por 2 semanas) em ratos com 5, 12 e 22
meses de idade. Os animais mais velhos, apresentaram diminui¢do da SOST imediatamente ap6s
a aplicacdo de carga, mas curiosamente ndo manteve esse resultado em periodo prolongado, com
consecutivas cargas mecanicas aplicadas. A discrepancia entre este resultado e o do presente
estudo pode ser devida, pelo menos em parte, as diferencas referentes a intensidade, ao volume,
bem como ao tipo e duracdo dos protocolos de carga mecénica empregados. Ademais, Holguin et
al. 2016 utilizam a tibia, o que pode ser um fator de influéncia para resultados distintos.

Similarmente, os resultados da expressdo génica da MEPE nos direcionam a hip6tese
do efeito protetor acarretado pelo TF. O resultado encontrado nesse estudo, demonstra que o TF
resultou em menor expressdo da MEPE nos animais VT, indicando, indiretamente, efeitos
benéficos sobre a mineralizagdo dssea. A andlise biomecénica realizada por Bogni (2013) no
fémur direito desses mesmos grupos experimentais, demonstraram contetdo mineral semelhante
em todos os animais e rigidez aumentada nos grupos VS e VT (ANEXO ), salientando, porém,
que os animais velhos treinados apresentaram menor rigidez comparado com 0s animais
sedentarios. Esses achados corroboram os resultados da expressdo génica da SOST e da MEPE
nesse estudo, pois o treinamento atenuou 0 aumento da expressao desses genes minimizando os
efeitos negativos sobre a formacao dssea dos animais velhos.

O envelhecimento também reduziu a expressao génica da MMP-2, -9 e -13, bem como
a atividade da MMP-2 no fémur. Ademais, o TF por 12 semanas ndo conseguiu atenuar os efeitos
deletérios do envelhecimento em nenhum dos grupos. Baseado nesses resultados, pode-se inferir
gue o remodelamento da matriz 6ssea esta diminuido nos grupos velhos, haja vista que as
metaloproteinases possuem fungdo importante no processo de degradagdo e formacao da matriz
Ossea (PANWAR et. al., 2017; DELAISSE et. al., 2003). O remodelamento comprometido
aumenta a rigidez 6ssea, e as microfraturas geradas pelo impacto podem se acumular, causando
fragilidade e maior risco de fraturas importantes, principalmente em idosos. Com relacdo ao
resultado do TIMP-1, inibidor da atividade das metaloproteinases -2 e -9 (VANDOOREN et. al.,
2013), sua diminuicdo pode indicar uma acdo tecidual na tentativa de preservar a pequena
atividade de MMPs remanescente no tecido.

Ainda sobre as MMPs, a MMP-2 e -13 possuem funcao no remodelamento 6sseo, tendo

ainda a MMP-2 papel na formacdo dos canaliculos para comunicacao de ostedcitos, entre eles e
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com outras células (INOUE et. al., 2006), logo entendemos que sua diminuigdo representa um
comprometimento na mecanotransducdo percebida pelos ostedcitos. A mecanosensibilidade no
0sso depende da rede osteocitéria integra, com células maduras e fluido capaz de sinalizar as
modificacdes necessarias para adaptacdo da MEC a carga (PRIDEAUX et. al., 2016). Baseando-
se nisso, € possivel explicar nossos achados sobre a MMP-9, que apresentou redugdo da expressao
génica apenas no grupo velho treinado. J& foi descrito na literatura uma associacdo dos
osteoclastos com a MMP-9. Quando essa célula esta ancorada a matriz mineralizada, a MMP-9 é
liberada juntamente com outras enzimas para degradacdo da matriz (HILL et. al., 1994). O
amadurecimento dos osteoclastos para seu estado funcional é sinalizado pelos ostedcitos
(SCHAFFLER & KENNEDY. 2012), e estando esse Ultimo com sua comunicacao comprometida,
implica consequentemente em inibi¢cdo da fungdo dos osteoclastos, com menor expressdo da
MMP-9.

De uma forma geral, o protocolo de TF proposto no nosso estudo parece ndo ter
alcangado efeito anabdlico desejado no osso, apesar de diversos estudos biomoleculares ja
demonstrarem os efeitos benéficos do exercicio fisico, quanto a disponibilidade e proliferacéo das
MSC (MAREDZIAK et. al., 2015); regulacdo de fatores de osteogénicos (CHEN et. al., 2004);
reducdo de marcadores de reabsor¢do 6ssea (GOMBOS et. al., 2016) e diminuicéo de citocinas
inflamatérias (MARQUES et. al., 2013). Sugere-se que a falta de responsividade do TF nos
animais velhos pode estar atrelada a idade dos mesmos ao iniciarem os exercicios, e também ao
tipo de exercicio, que pode ndo ter atingido um limiar minimo de frequéncia e magnitude de
tensdo para promover osteogénese no 0sso sobremaneira a perda. O mesmo protocolo foi estudado
em musculos e tenddes neste modelo animal, e foi identificada melhora em ambos os tecidos,
evitando o agravamento dos efeitos deletérios da idade. Os achados incluem diminuigcdo de
lipidios intramiocelulares; regulacdo de proteinas positivas a manutencdo da estrutura do tendao;
aumento de proteoglicanas, vasos sanguineos e diminuicdo da calcificacdo no tendao; e prevencgdo
da perda de funcéo no tenddo, com melhora das propriedades biomecanicas (RIBEIRO et. al.,
2017; BARIN et. al., 2017; MARQUETI et. al., 2017a; MARQUETI et. al., 2017b).

O periodo de vida para se iniciar o treinamento e potencializar os efeitos benéficos no
0ss0 ainda ndo é bem definido. Estudos tem abordado esse tema em humanos. Rittweger et. al
(2008), relatou em revisdo que os efeitos do exercicio fisico parecem ser mais significativos para
aumento de massa 6ssea em jovens no periodo pré-puberdade, e que 0 mesmo exercicio perde
muito de sua eficiéncia apds o individuo alcancar a adolescéncia. A idade como fator de desgaste
celular, influencia a mecanotransducdo do 0sso a carga, por apresentar menor disponibilidade de
ostedcitos (MANOLAGAS & PARFITT, 2010) e reducdo do fluxo de fluido nos canaliculos
0sseos (SRINIVASAN et. al., 2012). E modelo animal, Turner et. al. (1995) aplicou cargas
mecanicas graduais sobre tibias de ratos, e observou que o limiar de resposta a carga em ratos

velhos era superior a ratos jovens, e que o estimulo para a formacao 6ssea ndo acontecia em cargas
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inferiores ao limiar. Dito isso, acredita-se que o envelhecimento causa uma menor sensibilizacéo
da resposta a carga, representado no presente estudo pelos resultados da expressdo génica de
COL-1 e MMPs no grupo VT.

Além disso, como citado acima, o tipo de exercicio parece influenciar o remodelamento
6sseo. O estimulo para formagdo Gssea parece ser dependente do local, visto que estudos com
modelos animais comprovaram a ocorréncia de uma distribuicdo de massa 0ssea, de locais que
sofrem menos carga para locais com maior estresse mecanico (ROBLING et al., 2002; HINEY et
al., 2004), assim como em humanos (VLACHOPOULOS et. al, 2017). Além disso, fatores
atuantes sobre 0 0sso como a magnitude da tensdo aplicada, a frequéncia da tenséo (Hz), nUmeros
de ciclos de carga, periodos de recuperacao, e forca de reacdo do solo, sdo influentes na adaptacao
do osso ao exercicio fisico (HART et. al., 2017; BRAVENBOER et. al., 2017). Srinavasan et. al.
(2003), aplicaram protocolo de carga por meio de dispositivo mecénico, por 2 semanas, sobre a
tibia de camundongos com 21 meses de idade. O protocolo abordou dois modelos de carga
separadamente (baixa ou alta magnitude, com ou sem repouso entre os ciclos). Observaram que
a aplicagdo de carga com baixa-magnitude e 10 segundos de repouso entre os ciclos foi anabdlico
para 0 0sso, diminuindo os efeitos deletérios do envelhecimento. Umemura et. al. (1995)
compararam os efeitos dos treinamentos de salto e corrida para hipertrofia dssea de ratos jovens
e velhos. Foi relatado que para ratos velhos, o treinamento de salto por 10 minutos produziu
melhor efeito na massa 6ssea, em comparagdo ao treino em esteira por 60 minutos, no periodo de
8 semanas. Podemos inferir, entdo, que fatores como sexo, idade, tipo e duragao do estimulo sdo
fatores influenciadores para obtencéo de resultados divergentes, apresentados na literatura.

Como limitagdes do estudo, podemos considerar que analises imunohisquimicas e
histoquimicas do tecido auxiliariam o entendimento da integridade morfoldgica/estrutural e

adaptacdo 6ssea, influenciada pelo envelhecimento.

Concluséao

O TF protegeu o tecido dsseo ao inibir genes especificos importantes no processo de
envelhecimento, evitando os efeitos deletérios na mineralizagdo 0ssea. Contudo, o
envelhecimento também alterou a expressdo de genes responséveis pelo contetdo estrutural e
remodelamento do 0sso, e nesse caso 0 TF ndo foi capaz prevenir 0s prejuizos acarretados pelo
envelhecimento. E importante ressaltar que o envelhecimento e o tipo de exercicio podem
modular os resultados, assim protocolos de treinamento com duragdo de tempo maior podem

trazer beneficios maiores ao 0sso.
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Estudos futuros

Apesar da vasta gama de estudos explorando os potenciais benéficos do exercicio, ainda
ndo ha consenso sobre qual protocolo de TF alcanga resultados otimizados no 0sso. S&o
necessarios estudos que identifiqguem protocolos de exercicios capazes de equalizar o turnover
06sseo, sem favorecer somente uma das etapas do remodelamento, pois tanto a formag&o quanto a
degradacdo Ossea exacerbadas comprometem a funcionalidade estrutural do 0sso em absorver
impactos. Outra sugestdo seria mediar esse protocolo de TF por tempo maior, como estratégia de

comparar os resultados obtidos no atual estudo.
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ANEXO I. Reproducdo autorizada a partir da dissertacdo de Bogni (2013). Representacéo grafica
de parémetros biofisicos (a) e biomecanicos do fémur direito. Os valores sdo apresentados como
média + erro padrdo da média, p < 0,05. ¢ vs JS, JT e IT; # vs JS, JT e IS (ANOVA two-way e
teste post hoc Tukey). JS, Jovem Sedentario (n=8); JT, Jovem Treinado (n=9); IS, ldoso
Sedentario (n=8); IT, ldoso Treinado (n=9). Os grupos IS e IT representam os grupos VS e VT
do nosso estudo, respectivamente. OBS: Para termos de comparacéo, 1é-se “velho” no lugar do

termo “idoso” usado pelo autor.
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